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Abstract: To investigate the role of plasma membranes in the regulation of intracellular Ca 
translocation in smooth muscles, the intracellular Ca localization in the anterior byssus 
retractor muscle (ABRM) of Mytilus edulis was examined by the quantitative X-ray 
microanalysis of cryosections. When the spot analysis was carried out successively along the 
plasma membrane in the cryosections of resting ABRM fibers, significant amounts of Ca (~ 
8 mmol/kg dry wt) were frequently detected, although in some cases the Ca concentration 
was negative.  Averaged Ca concentration detected was approximately 3.0 mmol/kg dry wt 
(n=25), while the Ca concentration was negligible at the myoplasm. By the pyroantimonate 
method including the semi-quantitative X-ray microanalysis, the intracellular Ca localiza-
tion and its translocation during the contraction were also observed. These results indicate 
that, in the ABRM fibers, the plasma membranes accumulate Ca on their inner surface, and 
release Ca to cause contraction. 
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ムラサキイガイ Mytilus edulis よりABRM を摘出し、




らに直径約 0.5 mm、長さ 20 mm の筋線維束を単
離した。筋線維束の両端に外科用絹糸(No.8)でステ
ンレスチールのフックをとりつけた。 
 ASW の組成は、NaCl, 513 mM; KCl, 10 mM; 




内 Ca 濃度を測定するには細胞外 Ca がないほうが
望ましいので、急速凍結や化学固定など、適時必要
に応じてその直前に外液を Ca-free 溶液（ASW およ
び K-拘縮液から CaCl2 を除去し、等価イオン量の
NaCl を増加し、さらに 2 mM の EGTA を加えた液）
に置換した。筋収縮を引き起こすためには前述の
Ca-free K-拘縮液と Ca-free ASW に 10-4 M の
acetylcholine (ACh)を加えた ACh-拘縮液を用いた。
なお、弛緩液として ASW、あるいは 10-6 M 5-HT










定しつつ、静止時に 0.1M カコジル酸緩衝液(pH 7.2)
で希釈した 6%の glutaraldehyde 液で化学固定し、
さらに、蒸留水で希釈した 2%の osmium tetroxide 
(OsO4)で後固定した。細胞内 Ca 検出のために、同
様に実験槽内に置かれた筋線維束を、静止時と
ACh-拘縮の最大張力発生時に 2%の potassium 
pyroantimonate (K-PA; K［Sb(OH6)］) を含む 1%
の OsO4 液(PAOs 液；pH7.2)で固定した 6)。固定試
料は、ethanol 系列で脱水し、Epoxy 樹脂に包埋し
て熱重合後にウルトラミクロトームで超薄切片を作
製し、uranyl acetate や lead citrate で電子染色し
た後、透過型電子顕微鏡 (JEOL JEM2000EX, 
JEM2000FXS)で観察した。細胞化学用に固定した
試料の超薄切片の一部は電子染色せず、エネルギー









































ファーホルダー  (EM - CTH10 CRYO Transfer 
-holder、JEOL) に装填し、コールドトラップに液
体窒素を注入し、予めホールピースまわりを冷却し














乾燥重量(mmol/mg dry wt)で求めた7)。 




研究では、Shuman et al. (1976)14) の方法により、
子牛の血清アルブミン(BSA)を溶媒にした種々の
Ca 濃度標準試料を作成し、これらを前述の分析条
件下で分析し、得られた X-線スペクトルの Ca スペ
クトルピークの強度(P; Peak)とバックグラウンド
(B; Conntinuum, 4.5-5.5 KeV region)の強度比(P/B 
ratio; Peak /Conntinuum ratio)から Ca のウェイト
ファクター(WCa) として 148.81 の値を得た(図 1)。
なお、Ca 濃度標準試料の正確な濃度は、同一試料
を高周波プラズマアナライザー(Spectrometer ARL 











ていた。筋小胞体は、長径 0.1～0.5 μm の楕円体で
あり、形質膜と diad を構成していた。また、ミト
コンドリアの多くは球状で、直径は大きなものでは
およそ 0.5 μm 程度であった。 
 静止時に PAOs 液で固定された筋線維では、既に
報告されているように4)、形質膜内表面と筋小胞体膜














































500～4,500 eV のエネルギー範囲で、Os-M 線(1,914 
eV)と Cl-Kα線(2,621 eV)のピークとともに、Sb-Lα
線のピーク値である 3,600 eV 付近に顕著なピーク
が見られた。Na-Kα線(1,041 eV)のピークは見られ
ず、Mg-Kα線(1,253 eV)および K-Kα線(3,312 eV)
付近にはある程度のＸ-線強度は認められたが、顕著 




アがみられる. スケール: 1 μm. 




図 3. ピロアンチモン酸(PA)法による細胞内局在と収縮時の移動. 静止時に PAOs で固定された筋線維(a)では, 形
質膜内表面, 筋小胞体, ミトコンドリアに PA の沈澱が見られる. ACh-拘縮時に PAOs 液で固定された筋線維(b)
では, PA 沈澱は主に筋形質中央部に分散分布しており, 形質膜内表面や筋小胞体では著しく少ない. ミトコンド
リアでは沈澱の減少は見られない. スケール: 1 μm. 
図 4. 静止筋線維の形質膜(a, b)と筋小胞体(c)および収縮筋線維の筋形質(d)に見られる PA 沈澱から得られた X-
線スペクトル.b 図は a 図の一部を拡大.中央の垂直線は 3,600 eV を示す(b-d) . Os: Os-M 線, Cl: Cl-Kα線, SbCa: 
Sb-Lα線と Ca-Kα線, SbLB1: Sb-Lβ1 線, SbLB2: Sb-Lβ2 線, VS: 縦軸(Ｘ-線カウント), 横軸: エネルギー値
(KeV; 20 eV/CH). 

















3,620～3,630 eV であり、これは Sb-Lα線と Ca-Kα
線(3,690 eV)の合成ピークであった 3,6,13,16)。また、
3,840 eV と 4,100 eV のピークは、それぞれ Sb-Lβ1
線と Sb-Lβ2 線のピークであった。同様のＸ-線スペ
クトルが、静止筋線維の筋小胞体(図 4c)と収縮筋線
維の筋形質中央(図 4d)に見られた PA 沈澱の点分析






た PA 沈澱は、いずれも有意に Ca を含むことを示
した。 
 
























































素分析用の凍結切片は、筋線維束表面から 5 μm 以 





図 6. ABRM 筋線維束の凍結置換切片像．筋線維束表面
（写真上部）から深さおよそ 5 μm までは凍結良好であ
る.  スケール: 1 μm. 
表 1. ムラサキイガイ ABRM の筋線維内 PA 沈澱に含まれる各元素のＸ-線強度比(相対濃度) 
 強度比 
 静止筋線維 収縮筋線維 元素-線 
 形質膜 筋小胞体 筋形質 
Sb-Lα  1.00 1.00 1.00 
Ca-Kα  0.43 ± 0.12 0.33 ± 0.08 0.35 ± 0.08 
K-Kα  0.12 ± 0.05 0.13 ± 0.06 0.15 ± 0.04 
Mg-Kα  0.11 ± 0.07 0.09 ± 0.06 0.09 ± 0.06 
Na-Kα  0.15 ± 0.08 0.14 ± 0.05 0.16 ± 0.05 
値は平均値±標準偏差(n=12) 
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内の部分から作製した。 

























Na-Kα線(1,041 eV: Na)、Mg-Kα線(1,253 eV: Mg)、
Si-Kα線(1,739 eV: Si)、P-Kα線(2,013 eV: P)、S-Kα
線(2,307 eV: S)、Cl-Kα線(2,621 eV: Cl)、K-Kα線



















(図 8b)から減算した。表１は静止時の ABRM 筋線
維の筋形質内表面および筋形質の点分析によって得 
図 7. ABRM 筋線維束の縦断凍結切片像．〇印は形質膜内表面に結合している Ca を検出するための点分析にお
けるビーム照射位置を示している。 筋形質部分は細胞中央部で点分析、またバックグランド(B)として切片の
ない支持膜部分を分析.  スケール: 1 μm. 




3.03 mmol/kg dry wt であり、一方、筋形質部分の
Ca 濃度は 1.56 mmol/kg dry wt であった。分析で
は高濃度の K および Cl も検出されたが、その濃度
は形質膜内表面と筋形質とで有意の差はなかった。





































細胞化学法による Ca 動態と PA 沈澱分析 
















 細胞化学法としての PA 法は、1960 年代頃までは
Na の検出にも使われていたように、PA は生体内で
Ca 以外の陽イオンとも反応して沈澱することが知
られており 15)、PA 法による平滑筋の Ca 動態研究で
は、観察される PA 沈澱が実際に Ca を含んでいる
ことを明確にする必要がある。この目的のためには、
PA 沈澱のＸ-線マイクロアナリシスが有効であ   
る 6,16,19)。ムラサキイガイの ABRM における Ca 動態




と、ピークエネルギー値が 3,610～3,640 eV となる
Sb-Ca の合成スペクトルが検出されることが明らか
にされている 6,16,19)。今回の分析結果は、いずれも、




PA 沈澱は確実に Sb-Cαの沈澱であり、細胞内の Cα
局在と収縮時の移動を示したものと考えられる。 
  PA 沈澱のＸ-線スペクトル(図 4a)では、500～
4,500 eV のエネルギー範囲で、Os-M 線(1,914 eV)




図 8. ABRM 筋線維束の凍結切片各分析領域の点分析
で得られた X-線スペクトル. (a) 筋形質膜内表面(図 7, 
◯印)の分析X-線スペクトル. (b) 筋形質の分析X-線ス
ペクトル. (c) 切片外領域の分析 X-線スペクトル（バッ
クグラウンド）. 縦軸は X-線カウント(0～256 counts),
横軸は eV (0.000～5,120 eV). スペクトル中のラベル
は各元素による特性 X-線のピークを示す(詳細は本文
参照). 
表 2. ABRM 筋形質膜内表面と筋形質の元素濃度 
 
 元素濃度 (mmol/kg dry wt.) 
元素 
 形質膜内表面 n=25  
筋形質 
n=8 
Ca     3.03 ± 5.88    1.56 ± 2.43 
K   315.55 ± 80.78  293.97 ± 64.33 
Cl   335.52 ± 129.63  477.96 ± 72.20 
値は平均値±標準偏差. Ca 濃度 0 の分析例も含む. 











筋形質膜内表面では 3.03 mmol/kg dry wt であり、
一方、筋形質部では 1.56 mmol/kg dry wt であった





















し、平均 Ca 濃度を求めた。表 3 はその結果を示し
たものであり、この場合、形質膜内表面の Ca 濃度
は 7.58 mmol/kg dry wt となり、一方、筋形質での












 凍結切片-元素分析法で Somlyo et al. (1981)19)に
より報告されたカエル横紋筋(骨格筋)静止時の筋小
胞体終末槽に含まれる Ca 濃度は～129 mmol/kg 
dry wt であり、また、著者ら 7)が同手法で硬骨魚カ
サゴのウキブクロ筋で得た濃度はおよそ 43 mmol/ 








終末槽に局在する Ca 結合蛋白質の calsequestrin
により高濃度に蓄積されやすいのにくらべ、形質膜
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